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          Muitos  peixes  conseguem  sobreviver  a  elevados  níveis  de  amónia  ambiental;
entre eles está o Misgurnus anguillicaudatus, este peixe  tem  também a  capacidade
invulgar  de  volatilizar  a  amónia.  Uma  dos  métodos  de  tolerar  níveis  elevados  de
amónia  é  através  da  regulação  do  metabolismo  da  glutamina.  As  reacções  de
catabólise  e  anabólise  deste metabolismo  são  catalizadas  pela  glutaminase  (Gase),
glutamina  sintetase  (GSase)  e  glutamato  deshidrogenase  (GDH)  e  permitem  o
consumo  ou  síntese  de  amónia.  Estas  reacções  metabólicas  poderão  estar  à
volatilização da amónia no intestino do Misgurnus anguillicaudatus. O objectivo deste
trabalho  consistia  em  caracterizar  a  expressão  dos  três  genes  e  do  seu  possível
envolvimento  na  tolerância  e  volatilização  da  amónia.  A  expressão  genética  foi
analisada no decurso de duas  experiências. Numa primeira  vários  tecidos  (cérebro,
guelra, rim, fígado, e três partes do intestino), de animais controlo, seriam analisados
de  forma  a  determinar  uma  linha  base  da  expressão  dos  genes.  Na  segunda
experiência os níveis de expressão genética, para os três genes, em duas porções do
intestino  (intestino  anterior  e  posterior),  de  animais  expostos  a  elevados  níveis  de
amónia  ambiental,  seriam quantificados  ao  longo do  tempo para poder determinar
possíveis  alterações  na  expressão.  Adicionalmente  conduzir‐se‐ia  a  análise  das
sequências genéticas e comparação filogenética das sequências obtidas no decurso do
trabalho.  Os  resultados  da  sequenciação  mostraram  elevada  identidade  entre  as
sequências do Misgurnus anguillicaudatus e os seus homólogos noutras espécies, mas











































          Many  fishes  are  able  to  cope  with  high  levels  of  environmental  ammonia;
among  them  is  the oriental weatherloach  (Misgurnus anguillicaudatus), which  also 
has  the  unusual  ability  to  volatilize  ammonia. One  proposed method  of  ammonia
tolerance  in  this  species  is  through  the  regulation  of  the  glutamine metabolism.
Glutaminase  (Gase),  glutamine  synthetase  (GSase)  and  glutamate  dehydrogenase
(GDH)  catalyze  reaction  in which  catabolysis  and  anabolysis  lead  to  the  release or
consumption  of  ammonia,  and  can  possibly  be  associated  with  ammonia 
volatilization  in the gut of the weatherloach. This work  intended to characterize the
expression  of  these  three  genes and  their  possible  involvement  in  ammonia 




of  the  three genes.  In  the  second experiment gene expression  levels  for  the  three
genes  in  two sections of  the gut  (foregut and hindgut)  from animals  that had been
exposed  to high environmental ammonia over  time would be analyzed  in order  to 
determine possible changes  in gene expression. Additionally gene sequence analysis
and phylogenic  comparison would be  carried out on  the gene  sequences obtained
during the work. Sequencing results showed high identity between weatherloach and
their homologues  in other species  for each gene, but  in most cases with significant
evolutionary branching from other species. The results for gene expression in several
tissues showed significantly elevated levels of gene expression for Gase and GSase in
the  brain,  which  correlates  with  the  importance  of  these  enzymes  in  glutamate
recycling and ammonia detoxification in this organ. The results for gene expression in
gut  in  response  to  ammonia  exposure  over  time  showed  no  significant  changes











Ammonia toxicity .............................................................................................................. 1 
Protection from ammonia .................................................................................................. 3 
Glutamine metabolism ....................................................................................................... 8 
Objectives ........................................................................................................................ 10 




Primer selection and design ............................................................................................. 12 
RNA Extraction and quantification ................................................................................. 14 
cDNA synthesis ............................................................................................................... 15 
PCR optimization ............................................................................................................ 15 
RT-PCR ........................................................................................................................... 16 
Gel electrophoresis .......................................................................................................... 17 
Image acquisition and Semiquantitative analysis ............................................................ 18 
DNA extraction and purification from TAE gels ............................................................ 18 
3’ RACE of Gase gene .................................................................................................... 19 
Preparation of LB Agar plates and LB broth ................................................................... 20 
Gene sequence analysis ................................................................................................... 21 
Statistics ........................................................................................................................... 22 
RESULTS ............................................................................................................................ 24 
Phylogeny and gene analysis ........................................................................................... 24 
Tissue distribution ........................................................................................................... 28 
Ammonia exposure .......................................................................................................... 31 
DISCUSSION ...................................................................................................................... 35 
Gene analysis ................................................................................................................... 35 
Tissue distribution ........................................................................................................... 37 
Ammonia exposure .......................................................................................................... 39 
CONCLUSION ................................................................................................................... 41 
BIBLIOGRAPHY ............................................................................................................... 42 
ANNEX A ........................................................................................................................... 47 
ANNEX B ........................................................................................................................... 57 










the  loach  family  (Cobitidae), which  inhabits  still  or  slow moving,  shallow water bodies 
with muddy  bottoms,  such  as  swamps  and  rice  paddies  in Asia  ranging  from  China  to 
Myanmar  (www.fishbase.org).  The name weatherloach  is derived  from  the  ability  they 
have to detect changes in barometric pressure before a storm making them more active 
even during  the daylight even  though  they are mainly nocturnal. The weatherloach has 
developed its intestine as an accessory air‐breathing organ and air‐breathes by gulping air 
at the water’s surface and releasing bubbles from its vent which has enabled it to survive 
periods  of  aquatic  hypoxia.  The  regions  these  fish  inhabit  are  also  prone  to  droughts; 
during  which  they  actively  bury  themselves  in  the  soft  muddy  bottoms.  The  muddy 
bottom helps to maintain  its body moist; and by using  its gut as an accessory breathing 
organ  it  can air‐breath  to  survive prolonged droughts  (McMahon and Burggren, 1987). 
This unique use of its gut also allows the weatherloach to volatilize excess ammonia (Tsui 
et  al,  2002). Ammonia  excretion  into  the water  is  impeded  during  periods  of  drought 
because the gills are deprived of a water flow to carry away the excreted ammonia. The 
volatilization process, as  such, allows  the weatherloach  to eliminate ammonia while by 
passing  the need  for a water  flow  through  the gills.  In addition  to  the afore mentioned 
volatilization,  the weatherloach  is  also extremely  ammonia  tolerant, which  allows  it  to 





  High ammonia  concentrations  can be an  issue most notably  for weatherloaches 
that  live  in  rice  paddies, which  are  heavily  fertilized with  both  natural  fertilizers  and 







Before discussing  the evolutional  adaptations  the weatherloach has  acquired  to 
both tolerate and excrete ammonia, the question of why ammonia is toxic to fish must be 
posed.  Ammonia  is  found  in  the  environment  as  a  result  of  animal  waste,  the 
decomposition of organic material, release of fertilizers, industrial emissions and volcanic 
activity.  Volatilized  ammonia  from  the  earth’s  surface  and  atmospheric  ammonia  are 
destroyed  by  photolytic  reactions,  though  some may  return  in  rainwater most  of  the 
ammonia  present  in  the  atmosphere  poses  no  serious  problem,  aquatic  exposure  to 
ammonia is a problem however (Randall and Tsui, 2002).  




+is  strongly  determined  by  pH  but  very  less  affected  by  pressure  and 
temperature. At neutral pH almost all of  the ammonia will be  in  its cationic  form  (NH4; 
>99%), but as pH raises so does the concentration of NH3 in solution. 
Biological membranes  (lipid bilayers) have a  low permeability  to NH4+; however; 
they are relatively more permeable to NH3. Upon entering the body NH3 reacts with free 
protons forming NH4+, though NH3 by  itself does cause an alkalization NH4+ is considered 
the major  toxic element  for  fish because  it  interferes with  ion balance and membrane 
potential (Ip et al, 2001). The high amounts of ammonia in heavily fertilized water bodies 
increase  the environmental concentration of NH3  resulting  in a net uptake of ammonia 
and consequently ammonia intoxication. 
During aerial exposure  fish  cannot exchange gases efficiently  through  the gill as 
they normally would, which  leads to a build up  in  internal ammonia as well. This  in turn 
leads to the necessity to eliminate or detoxify ammonia by other means. 
  Ammonia has been found to cause various behavioural and physiological changes 
detrimental  to both  the animal’s health and consequently survival. Gill hyperplasia  (the 
proliferation of cells within an organ or tissue beyond that which  is ordinarily seen) can 
result  from chronic ammonia exposure  (Ip et al, 2001). Elevated water ammonia  levels 











and  Tsui,  2002). Ammonia has  also been  found  to  interfere with  the  tricarboxylic  acid 
cycle  (Arillo et al, 1981),  stimulating glycolysis  in  fish muscle and affecting many other 
metabolic pathways (Ip et al, 2001).    










   Ammonia  is  toxic  to  the very beings  that produce  it and thus  its build‐up  in  the 
body  is  not  solely  due  to  uptake  from water  being  a  by‐product  of  several metabolic 
pathways, most notably of protein catabolism. There are three major forms of eliminating 
nitrogenous waste, the excretion of urea by ureotelic animals, this includes mammals and 
other  terrestrial and amphibian species and also some  fish  (Wright 1995). There  is also 
the excretion of uric acid most notably by birds but also  in  reptiles,  they are  therefore 
called uricotelic. The other method  is that which the vast majority of teleost  fishes use, 
the  excretion  of  ammonia  directly,  therefore  fish  are  called  ammonotelic  (Anderson, 
2001). 
  Ureotelic animals maintain ammonia levels in the blood low, the process requires 
energy  to  convert  ammonia  into  a  less  toxic  product  that  can  be  stored  for  future 
elimination, urea.  In order  to convert ammonia  to urea most animals use  the ornithine 













can  be  stored  until  excretion  is  possible.  Urea  and  uric  acid  can  be  stored  and 









cycle  (OUC)  although  this  is  rarely  observed  in  adult  teleost  fishes  (Wright,  1995).  In 
ammonotelic  teleosts  urea  is  generally  derived  from  uricolysis  (Mommsen  and Walsh, 
1989). For uricolysis  to occur  the  catabolism of purine nucleotides ultimately  leads  the 
production  of  uric  acid, which  is  subsequently  converted  to  urea. However,  in  teleost 
fishes  urea  is  not  part  of  ammonia  detoxification  since  they  lack  the OUC  but  instead 
results, as mentioned, from uricolysis and arginolysis. 
  Urea, as mentioned,  is  less  toxic  than ammonia and  serves  its purpose  for both 
excretion of nitrogenous waste and osmoregulation. Nevertheless ammonia also serves a 
purpose  despite  its  toxicity.  It  is  believed  to  be  important  in  intercellular  buffering. 
Though most of the ammonia excretion occurs through the gills and skin, synthesis and 







amino  acid  catabolism,  by  enzymes  like  glutaminase  (Gase),  NH4+  and  HCO3‐  are 
producted. NH4+ is excreted and HCO3‐ is retained by the kidney and returns to the blood 
stream resulting  in a net acid  flux. Most of the research on this topic has been done  in 
mammals, but there is evidence of this happening in fish as well (Wright, 1995; Wood et 
al, 1999).  
  When  facultative  air‐breathing  fish  are  out  of  water,  ammonia  excretion  is 
compromised  since  ammonia  excretion  through  the  gills  into  the  ambient  water  is 
impaired. Fish that can excrete and store urea still have one way of eliminating ammonia, 
though ammonia excretion  largely occurs across the gills the ability to store a  less toxic 
compound  like  urea  helps  avoiding  toxic  build  up  of  ammonia.  The weatherloach,  like 
most other  teleost  fishes, cannot use  this pathway since  it does not have  the complete 
complement of OUC enzymes and therefore needs alternatives (Chew et al, 2001). 




preventing  accumulation.  This  is  achieved  by  decreasing  production,  maintaining  or 
enhancing excretion and/or conversion of ammonia  to  less  toxic compounds. Most  fish 




Proteins  and  amino  acids  are  the major  energy  sources  for  long‐term muscular 
activity. Preventing the complete catabolism of amino acids and/or partial catabolization 
to  alanine  can  reduce  the  formation  of  ammonia  while  still  allowing  some  energy 
production. Chew  et al  (2001) has demonstrated  that  alanine  levels  in  the  liver of  the 
oriental weatherloach  rose after aerial exposure, which supports  the  theory  that  this  is 
one of the methods used for ammonia tolerance. 
Ammonia  levels  in  tissues,  most  notably  the  brain,  are  usually  kept  low  in  order  to 










most  dangerous  aspects.  NH4+  and  K+  are  similar  in  their  radii  which  allow  for  NH4+ 
passage through K+ channels which  in turn  leads to depolarization of excitable tissues  in 
resting  states  (Tsui et al, 2004). As  stated  the weatherlaoch  can  tolerate high  levels of 
ammonia  in  its  tissues  and  apparently  do  not  have  problems  with  membrane 
depolarization. T.K. Tsui and colleagues (2004) have hypothesized that the weatherloach 
has  very  selective  K+  channels  that  impede  the  passage  of  NH4+.  This  allows  for  the 
membrane’s  relative  impermeability  to  NH4+  and  allows  for  the  maintenance  of 
membrane potential. 




by glutamate dehydrogenase consuming one NH4+  in  the process. With  the  subsequent 
reaction  between  glutamate  and  another NH4+  ion,  catalyzed  by  glutamine  synthetase 
this process actively removes two NH4+ molecules. This process is known as being part of 
the  weatherloach’s  ammonia  detoxification  strategy.  It  has  been  documented  that 
glutamine  levels  in  muscle,  liver  and  brain  rise  in  response  to  aerial  exposure  and 
therefore ammonia  loading  (Chew et al 2001). The drawback of  this process  is  that  for 
each  synthesized  molecule  of  glutamine  two  molecules  of  ATP  are  hydrolyzed.  It  is 
suspected  that  the  oriental  weatherloach  can  use  this  strategy  because  it  remains 













in  the  highly  modified  intestine  and  NH3,  along  with  CO2,  can  be  released.  These 
exchanges are possible because of the structure of the weatherloaches gut which has thin 
walls  associated with  a  heavily  vascularised  epithelium.  Intraepithelial  capillaries  pass 
closely  to  the  lumen  of  the  digestive  tract  allowing  for  the  gas  exchange  to  occur 
(McMahon & Burggren 1987; Gonçalves et al, 2007). The  intestine of  the weatherloach 
has  three  distinct  regions  with  distinct  functions;  the  foregut  is  glandular  and 
morphologically  suited  for  digestion  and  nutrient  absorption.  Foregut  and  hindgut  are 
separated by a  spiral  zone, which compacts  the  remaining undigested material  to keep 
the walls free of material which in turn facilitates gas exchange (McMahon and Burggren, 
1987).  Recently  Gonçalves  et  al  (2007)  demonstrated  that  the  hind‐gut  serves  a  dual 
function, not only was  it  involved  in gaseous exchange, as morphology suggested but  it 
also retained a role in nutrient uptake. 
Ammonia can also be volatilized  in a  similar way  through  the  skin,  in  its natural 
habitat; however, when the loach is buried in the mud, skin volatilization may be impeded 
from being a site for NH3 volatilization (Tsui et al, 2002).  
The  problem  that  resides  with  volatilization  is  that,  though  documented  as 
occurring in weatherloach (Tsui et al, 2001), the question as to how ammonia reaches the 
gut for elimination has not been addressed. Ammonia levels in weatherloach plasma, liver 
and  muscle  are  very  high  (Chew  et  al,  2001;  Tsui  et  al,  2002).  Thus,  one  proposed 
possibility  is  that  ammonia  travels  through  the  blood  stream  and  transverses  the  cell 
membrane directly, be it actively or passively and is excreted into the lumen. However in 
mammals,  it  is  well  documented  that  enterocytes  preferentially  use  glutamine  as  an 
oxidative fuel and in fish glutamine has also be found to be important to these cells (Yang 
et  al,  2000;  Yan  and  Qui‐Zhou,  2006).  Another  proposed  theory  is  that  rather  than 
ammonia circulating freely through the blood stream the ammonia produced in the liver 
and  muscles  is  converted  to  glutamine,  travels  through  the  blood  stream  and  upon 














  Glutamine has been  shown  to have 
many  roles:  as  an  energy  source,  an 
essential  component  in  protein  structure 
and  nucleic  acid  synthesis,  storage  of 
nitrogenous waste  and  as  a  transporter  of 
nitrogen  in the body, the  later  in mammals 
(Ip et al, 2001).  
Amino  acids  serve  as  important 
energy  sources  for  fish,  glutamine  in 
particular,  along  with  glutamate  and 
proline, were  shown  to  be  oxidized  in  fish 
mitochondria and serve as an energy source 
in muscle  (Chamberlin et al, 1991).   The  initial breakdown of glutamine  is catalyzed by 
glutaminase (Gase), which converts glutamine to glutamate. Glutamine can be completely 
oxidized  into acetyl‐CoA, entering  the TCA cycle with oxaloacetate which would  include 
the deamination of glutamate, by glutamate dehydrogenase (GDH), into α‐ketoglutarate. 
The  end  result  is  energy  production.  One  drawback  of  using  glutamine  as  an  energy 
source is the release of ammonia in both of the steps mentioned above.  
However through reversed pathway resulting  in glutamine synthesis  it  is possible 
to actively remove ammonia. As mentioned above, α‐ketoglutarate can be converted to 











pathway  and  their  expression  levels  vary  accordingly.  For  example  the  primary 
mechanism  for  amino  acid  catabolism  in  fish  liver  is  the  conversion  to  glutamate  and 
subsequent  deamination  by  glutamate  dehydrogenase.    Glutamine  synthetase  and 
glutaminase  also  have  several  important  roles.  In  the  gill  it was  found  that  glutamine 
synthesis may  provide  a  control  over  the  release NH4+  ions  (Mommsen,  1984).  In  fish 
posterior  region  of  the  gut,  glutamine  synthetase  has  been  proposed  to minimize  the 
backflux  of  ammonia  from  the  lumen  into  the  blood  by  trapping  it  as  glutamine 
(Mommsen et al, 2003). Glutamine synthetase has extremely important roles in the brain: 
controlling ammonia  levels, by  synthesizing glutamine and actively  removing ammonia, 
which  as  mentioned  alters  membrane  potential  and  also  has  an  important  role  in 
glutamate recycling. Also, glutamate is a neurotransmitter released into the synapse that 
excites the NMDA glutamate receptors;  it can be reabsorbed by the cell or converted to 










kidney  function  of  some  freshwater  teleosts  has  similar mechanisms  and  comparable 
flexibility to that of the mammalian kidney. 
In  summary,  glutamine  and  other  amino  acids,  catabolism  and  anabolism  for 










  Due  to  the  environmental  conditions  the  oriental  weatherloach,  Misgurnus 
anguillicaudatus  must  endure  in  the  wild  it  has  developed  a  high  tolerance  to 
environmental ammonia by employing various strategies. This investigative work intends 
to shed a  light on one  in particular,  involving glutamine metabolism. To accomplish this 
the  levels  of  gene  expression  of  three  known  enzymes  of  the  glutamine metabolism, 
glutamate dehydrogenase, glutaminase and glutamine synthetase, by employing reverse 
transcription polymerase chain reaction (RTPCR) using a semi‐quantitative approach  





glutamine may be  important  in ammoniagenesis at the site of ammonia volatilization  in 
the loach gut. Glutamine synthetase transcript levels were also measured in these tissues 
















Kong and  stabilized at City University of Hong Kong before  transport  to CIMAR  (Centro 
Interdisciplinar de Investigação Marinha e Ambiental) by air freight. Fish were transported 
with minimal water. Upon arrival fish were maintained  in 100 L glass aquaria containing 
dechlorinated  Porto  city  tap water  (Na+  0.5mM,  hardness  50mg/L  CaCO3,  pH  8), with 
constant aeration at 19oC, under natural light conditions. Once a week, 20% of the water 







Weatherloaches, weighing  9.11±3.86 g  and measuring  11.08±1.46 cm, Mean±SD 















Fish  were  euthanized  by  an  overdose  of  neutralized  MS222  (1:5000  (w/v) 
Aquapharm,  UK).  Fish  were measured  to  the  nearest millimetre  and  weighed  to  the 
nearest milligram,  for condition  factor calculation. No differences  in condition  factor  (K) 
were found between groups in time course and in in vitro ammonia flux experiments. The 
caudal  peduncle  was  severed  and  blood  was  collected  in  heparinised  capillaries, 
centrifuged,  hematocrit  measured  and  plasma  immediately  frozen  in  liquid  nitrogen. 
Foregut and hindgut tissues were excised and immediately frozen in liquid nitrogen. 
Foregut,  midgut,  hindgut,  gill,  kidney,  liver  and  brain  of  control  animals  were 
collected from a separate set of animals for gene tissue distribution analysis. 





  Primers were  synthesized  by  STABvida  (Oeiras,  Portugal).  Primer  sequences  for 
glutaminase  (Gase), glutamate dehydrogenase  (GDH) and glutamine  synthetase  (GSase) 
were  predicted  using  the  online  software  Primer  3  (http://frodo.wi.mit.edu).  Primer 
design was a  two  step process,  first consensus primers were designed  for a 500‐600bp 
product which was then sequenced and its identity confirmed. From this sequence, loach 





parameters,  on  Primer3,  Tm  (melting  temperature)  range  was  56‐62oC  with  a  60oC 
optimum, primer length between 18‐25bp with a 20bp optimum and 45‐55% GC content. 
As mentioned product  size  for GDH was  initially 500‐600bp  and  the  template used  for 







the  fishes  in  the  Ensembl  database  to  generate  a  list  of  potential  primers.  Multiple 
alignments  (MultAlin;  http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/  multalin.html)  with  fugu 
(Takifugu  rubripes;  ensembl.org  id  ENSTRUG00000000321),  medaka  (Oryzias  latipes; 
ensembl.org  id  ENSORL  G00000010426),  stickleback  (Gasterosteus  aculeatus; 
ensembl.org  id  ENSGACT00000007967)  and  pufferfish  (Tetraodon  nigroviridis; 
ensembl.org  id  ENSTNIG00000005331)  from  the  Ensembl  database  as well  as  rainbow 
trout  (Oncorhynchus  mykiss;  genbank  id  AF427342)  and  Atlantic  salmon  (Salmo  salar; 
genbank  id   BT044654)  sequences  from  the  GenBank  database were  used  to  identify 
conserved  regions  in  the  gene  sequence  for  selecting  a  consensus  primer  pair.  The 
sequences were then analyzed on the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) software 
of  the  NCBI  (National  Center  for  Biotechnology  Information)  website 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  using  the  GenBank  database.  The  tools  used  were 
nucleotide  BLAST  (BLASTn)  and  primer‐BLAST  which  checked  the  database  for  the 
sequences of the primers, the primer pairs that returned the most results with the best 
sequence similarity scores (E value) corresponding to the intended genes selected. 
For  the  design  of  loach  specific  primers  the  sequences  used  were  the  ones 
amplified  in our  lab by PCR using the previously mentioned primers. Sequencing results 
were  cross‐checked  on  the  GenBank  database  to  confirm  amplification  of  the  correct 
genes.  This  was  done  by  both  using  BLASTn  and  also  BLASTx  (searches  the  protein 
database using a nucleotide sequence)  if  the results corresponded  to known sequences 
for the targeted genes then the correct sequences had been amplified.  
In addition  to  the primers mentioned above β‐Actin  (actin or Act) was used as a 
“house‐keeping”  gene  and was  originally  designed  for  the  Gilthead  seabream,  Sparus 
aurata (Santos et al, 1997), the product of this primer pair has already been sequenced in 









Table  1‐  Primer  pairs  along  with  primer  sequences  and  the  expected  amplicon  size. 
Glutamate dehydrogenase  (GDH), Glutaminase  (Gase), and Glutamine  synthetase  (GSase) 
represent  the  consensus  primers.  L‐GDH,  L‐Gase  and  L‐GSase  represent  the  primers 
designed specifically for weatherloach. Act stands for the β‐actin primer pair. 
      Forward Primers        Reverse Primers    
Amplicon 
Size 
GDH  5'‐  CTTTGGTAATGTGGGTCTGC ‐3' 5'‐ TGCACAATGTCCTTTTCAGA  ‐3'  ≈600bp
GSase  5'‐  GAGGGCTCCAACAGCGACAT ‐3' 5'‐ CAGCCAGCACCGTTCCAGTT  ‐3'  ≈600bp
Gase  5'‐  GTGGCAGACTACATTCCTCAG ‐3' 5'‐ AGTCGTACATGCCGCAGGA  ‐3'  ≈600bp
L‐GDH  5'‐  CTGCTGCAAGTGAAAAGCAG ‐3' 5'‐ GCCACTCGAAGTAGGAGACG  ‐3'  ≈190bp
L‐GSase  5'‐  GGTCCCCAAGGACCCTACTA ‐3' 5'‐ GAGCGACCCACAAATGATCT  ‐3'  ≈200bp
L‐Gase  5'‐  GCCTGTGATTGGACAGAATC ‐3' 5'‐ GAAGATGGCAGGAAATGAAT  ‐3'  ≈240bp





RNA  extraction  and  isolation was  carried  out with  the  Illustra  RNAspin Mini  RNA 
Isolation 
Kit  from GE Healthcare  (Chalfont  St. Giles, UK),  following  the  protocol  in  the  product 
booklet.  Tissues were  homogenized  by  sonication  at  40%  intensity  for  two  to  three  2 
second  bursts  (Sonics & Materials  Inc,  CT, USA)  and  further  homogenized  by  carefully 
passing  the  homogenate  through  a  23  gauge  needle  and  syringe  7  to  8  times.  RNase 
AWAY (Molecular BioProducts, San Diego, CA, USA) was used on all dissection material, as 
well as on  the  sonicator horn,  for  tissue  sample  collection and preparation  in order  to 
remove  any  contamination with  RNases  thus minimizing  RNA  degradation.  The  tissue 
samples for the tissue distribution had been previously collected and stored  in RNAlater 
(Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) and  immediately frozen  in  liquid nitrogen, they were 
then stored at ‐20oC. DNase treatment was performed on column, in order to digest any 












  RNA  concentration  was  determined  by  use  of  a  Genova  spectrophotometer 
(Jenway,  Essex,  England)  1µL  of  extracted  RNA  solution was  added  to  150µL  of MilliQ 
water  for  the  measurements/quantifications.  The  spectrophotometer  automatically 
calculated the ratio of the optic absorptions for wavelengths 260 (which is the absorption 
wavelength  of  nucleic  acids)  and  280nm  (the  absorption wavelength  of  proteins),  this 
would  indicate  any  possible  contamination  with  proteins;  ideally  the  ratio  would  be 
between  1.8  and  2.2  which  would  indicate  minimal  protein  in  solution.    The 
spectrophotometer  also  calculated  the  concentration  of  nucleic  acids  in  solution. 








volumes  for  a  total  of  20µL  reaction  volume,  4µL  of  5xreaction  mix,  1µL  reverse 






  The  optimum  condition  for  PCR  reactions  for  each  of  the  loach  specific  primer 








  The  optimum  annealing  temperature  was  determined  by  using  a  temperature 
gradient  in our  thermalcycler  ranging  from 53oC  to 64oC. For all primer pairs 60oC was 
chosen as giving the best results. 
  Optimum  cycle number was  also determined  in order  to produce  the  strongest 
possible  bands  while  still  ending  the  PCR  reaction  in  the  exponential  phase  of  the 
reaction. This would avoid quantifying bands  in the plateau phase of the reaction where 
all  results would  be maximized  and  little  to  no  differences  between  bands would  be 
found.  A  sample  was  taken,  by  removing  a  reaction  tube  and  allowing  it  to  finish 
elongation on a hot block for 5min, every two cycles after the 20th an up to the 36th cycle. 








Primer pair  [MgCl2] Annealing Temp Cycle number 
L‐GDH  1,5mM 60oC 30
L‐Gase  1mM 60oC 30
L‐GSase  1mM 60oC 30





















actin).  Elongation  time  in  each  cycle  also  varied  according  to  the  amplicon  size,  it was 
considered to be roughly 1 minute per kb. 
Steps  Temp Time Phase
1st  94oC 2min Denaturing
  









3rd  60oC 30sec Annealing
  
4th  72oC 15‐30sec Elongation
5th  72oC 5min Elongation
    
  PCR  reactions were  carried  out  on  a MJ Mini Personal  Thermal Cycler  (BioRad) 
according  to  the  following  steps  (see  table  3):  1st  94oC  for  2 minutes,  2nd  94oC  for  30 
seconds,  3rd  60oC  for  30  seconds  (this  corresponded  to  the  optimum  annealing 
temperature though other temperatures were used, this is discussed further on), 4th 72oC 
for 15 to 30 seconds (elongation time depended on product size  I considered this to be 







The  PCR  products,  for  all  reactions, were  loaded  onto  2%  agarose  TBE  (89mM 














  The  RT‐PCR  protocols  described  above  are  considered  semiquantitative;  the 
subsequent  quantification  of  the  bands  was  carried  out  with  the  SigmaScan  Pro  5 
software (Systat Software Inc, San Jose, CA, USA). The use of this software allowed for the 
determination  of  band  area  and  average  intensity,  this  in  turn  gave  an  indirect 
quantification  of  the  band,  which  allowed  me  to  infer  about  gene  expression  levels 
without knowing exactly how many copies of the amplified gene there were.  









  In  order  to  sequence  the  amplified  PCR  products  a  similar  reaction  mix  as 



















  In order  to obtain a greater  length of gene  sequence  for Gase a 3’ RACE  (Rapid 
Amplification  of  cDNA  Ends) was  done.  The method  followed was  similar  to  the  one 
described by Hung et al (2007). A Superscript III First‐strand synthesis system for RT‐PCR 
from  Invitrogen  (Barcelona,  Spain)  was  used  for  cDNA  synthesis  and  addition  of  an 
adapter primer  sequence  to  the  3’  extremity of  the  cDNA molecules.  The protocol  for 








primer, previously used  for  the  rt‐PCR  (forward primer of  the L‐Gase pair),  this allowed 
for the amplification of an approximate 1000 bp amplicon.  













protocol except  that,  SOC broth was used  instead of  the NZY+ broth mentioned  in  the 
protocol.  The  cells  were  then  plated  onto  Amp/X‐Gal/IPTG  LB  Agar  plates  previously 
prepared in the lab.  
After  overnight  incubation  at  37oC,  blue,  semi‐blue  and  white  colonies  were 




reaction  to  confirm  the  correct  insert  was  present  before  proceeding  with  plasmid 
purification. A purified plasmid suspension was obtained with a Wizard plus sv minipreps 
DNA  purification  system  from  Promega  (Madison,  WI,  USA)  and  following  the 





All  PCRs  of  the  3’  RACE  cDNA  were  conducted  in  the  same  way  as  the  ones 
described above with the exception of allowing for an elongation period of 1 minute 15 





  LB  Agar  plates were  prepared with  LB  Agar  from  Sigma‐Aldrich  (St.  Louis, MO, 
USA)  the  agar was  suspended  and  autoclaved.  The  agar was  then  cooled  to  60oC  and 
ampicillin was then added to a final concentration of 100µg/mL. Twenty mL of the media 
was then poured into each Petri dish, cooled for 15 minutes with the lid on and then for 3 










The  solution  was  then  autoclaved  and  kept  in  the  laminar  flowhood  until  needed. 
Ampicillin  was  added  to  every  volume  of  broth  taken  to  a  final  concentration  of 
100µg/mL. 





  The  sequencing  carried  out  during  for  the  3’  RACE  returned  the  nucleotide 
sequence  for  trypsinogen  (sequence  in  appendix)  as  such  the  previously  obtained 
sequence for Gase, which had been used for designing loach specific primers, was utilized 
to carry out phylogenic analysis for the weatherloach Gase gene sequence. Also, the same 
analysis  would  be  carried  out  for  GDH  and  GSase,  using  the  sequences  obtained 
previously for weatherloach specific primer design. 
  The  sequences  were  inputted  into  the  Expasy  translate  tool 
(http://www.expasy.ch/ tools/dna.html)  in order to determine the correct open reading 
frame  (ORF)  for each sequence, which was determined by using blastp software on  the 
Expasy webpage (http://www.expasy.ch/tools/blast/), the frame that returned results for 
the correct gene and one or no STOP codons was considered the correct ORF. For Gase 
the  key  amino  acid  sequences  chosen  for  comparative  analysis were  zebrafish  (Danio 
rerio) (Swiss‐Prot id Q8JFS4), pufferfish (Tetraodon nigroviridis) (Swiss‐Prot id Q4RMW1), 
chicken (Gallus gallus) (Swiss‐Prot id Q5ZIV6), the kidney and liver isoforms for rat (Rattus 
norvegicus)  (Swiss‐Prot  id  P13264  and  P28492)  and  human  (Homo  sapiens  sapiens) 
(Swiss‐Prot  id O94925 and Q9UI32). For GDH  the key  sequences were  zebrafish  (Swiss‐









B5XCB2),  African  clawed  frog  (Swiss‐Prot  id  Q6INY0),  rat  (Swiss‐Prot  id  P09606)  and 
human (Swiss‐Prot id P15104). 
The  sequence  alignments  were  carried  out  with  the  online  tool  ClustalW2 

















the  ratio  between mean  values  for GDH, Gase  or GSase  by  the  reference  gene  actin, 
which allows for the normalization of the data. For the ammonia exposure data the values 
were divided by  the  control group, which also  served as  time 0,  for  the  corresponding 
tissue so that all changes would be relative to this group. 
Statistical  analysis  was  carried  out  using  the  SigmaStat  3.0  software  (Systat 
Software  Inc,  San  Jose,  CA, USA).  Two way ANOVA  tests were  carried  out  in  order  to 





















but  was  unsuccessful.  The  sequence  obtained  did  not  correspond  to  Gase  but  to 
trypsinogen.  Due  to  time  constraints,  the  sequence  and  phylogenic  analysis  were 
conducted using the partial sequences we  initially obtained (see annex A), which served 
as  the  basis  for  designing  the weatherloach  specific  primers.  Since  I would  be  using  a 






























Weatherloach   PKVPFCLQSCVKPLKYAVAVHDHSTEYVHSFIGKEPSGLRFNKLFLDEDDKPHNPMVNAGAIVCTSLIKQGAGNAEKFDHMMNFLKKMAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Zebrafish      TKVPFCLQSCVKPLKYAISVHDHGTEYVHRFIGKEPSGLRFNKLFLDEDDKPHNPMVNAGAIVCTSLIKQLAGNAEKFDYVMNFLKKMAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Pufferfish     TKVPFCLQSCVKPLKYAIAVHDHGTEYVHRFIGKEPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVCTSLIKQGASNAEKFDYVMNFMNKLAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Rat_Kidney     TKVPFCLQSCVKPLKYAIAVNDLGTEYVHRYVGKEPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVVTSLIKQGVNNAEKFDYVMQFLNKMAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Human_Kidney   TKVPFCLQSCVKPLKYAIAVNDLGTEYVHRYVGKEPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVVTSLIKQGVNNAEKFDYVMQFLNKMAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Chicken        TKVPFCLQSCVKPLKYAIAVNDLGTEYVHRYVGKEPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVVTSLIKQGANNAEKFDYVMQFMNKMAGNEYVGFSNATFQSERESGDR  110 
Rat_Liver      TKIPFCLQSCVKPLTYAISVSTLGTDYVHKFVGKEPSGLRYNKLSLNEEGIPHNPMVNAGAIVVSSLIKMDCNKAEKFDFVLQYLNKMAGNEFMGFSNATFQSEKETGDR  110 
Human_Liver    TKIPFCLQSCVKPLTYAISISTLGTDYVHKFVGKEPSGLRYNKLSLNEEGIPHNPMVNAGAIVVSSLIKMDCNKAEKFDFVLQYLNKMAGNEYMGFSNATFQSEKETGDR  110 
                
Weatherloach   NFAIGYYLKEKKCFPDGTDMTAVLDLYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLNPEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVSGGILLVVPNVNG  220 
Zebrafish      NFAIGYYLKEKKCFPDGTDMTAVLDLYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSPEAVRDTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVSGGILLVVPNVMG  220 
Pufferfish     NFAIGYYLKEKKCFPEGTDMTSILDFYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSPEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVAGGILLVVPNVMG  220 
Rat_Kidney     NFAIGYYLKEKKCFPEGTDMVGILDFYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSPEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVAGGILLVVPNVMG  220 
Human_Kidney   NFAIGYYLKEKKCFPEGTDMVGILDFYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSPEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVAGGILLVVPNVMG  220 
Chicken        NFAIGYYLKEKKCFPEGTDMVAILDFYFQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSPEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGVAGGILLVVPNVMG  220 
Rat_Liver      NYAIGYYLKEKKCFPKGVDMMAALDLYFQLCSVEVTCESGSVMAATLANGGICPITGESVLSAEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSAVSGAILLVVPNVMG  220 
Human_Liver    NYAIGYYLKEKKCFPKGVDMMAALDLYFQLCSVEVTCESGSVMAATLANGGICPITGESVLSAEAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSAVSGAILLVVPNVMG  220 
 














The partial  sequence  for Gase was 661bp  long,  the  second open  reading  frame 
was  found  to  be  the  correct  one.  After  translation  and  open  reading  frame  (ORF) 
determination using  the DNA‐protein  translation  tool available on  the Expasy website,  I 
had  a  220  amino  acid  long  sequence  for  comparison.  The  amino  acid  sequence  for 
weatherloach was considerably shorter  than  the other key sequences used,  these were 
around 674 amino acids  long. However the alignment was conducted none the  less and 
found in a highly conserved region of the cDNA, allowing for continued analysis.  
It  is well documented that there are two existing  isoforms for Gase  in mammals, 




liver  isoforms.  Predictions  using  the  blastp  software  showed  that  the  weatherloach 
sequence was similar to the kidney  isoform but for phylogenic analysis the  liver  isoform 
was included.  




using  the Neighbor  joining method which showed elevated bootstrapping values of  the 
branches (>700) which translates as significant differences in the branching.  
Weatherloach and zebrafish show the highest similarity and phylogenic proximity 
followed  by  pufferfish.  The  chicken  and  kidney  isoforms  show  the  next  closest 
relationship with weatherloach and the other fish sequences. Liver as mentioned shows 
the greatest distinction and separation from the other sequences (see figure 3). 
Since  I would not be analyzing  the whole  sequence  for  the Gase gene a  similar 
analysis was  conducted  for  the other  two  genes by using  the  initial partial  sequences, 



















Not  unlike  Gase  there  are  other  isoforms  of  GDH;  however,  for  the  sequence 
analysis of GDH only  the  type 1  isoform was considered, all  the blastp  results were  for 
GDH  type 1  and  so,  in  this  case, only  this  isoform was used  for  analysis.  For  the GDH 
sequence  the  homologs  from  zebrafish,  rainbow  trout  (Oncorhynchus mykiss),  Atlantic 
salmon  (Salmo  salar),  African  clawed  frog  (Xenopus  laevis),  human  and  mouse  (Mus 
musculus) were used (see figure 4). The results showed a 93‐89% sequence similarity with 
the  other  sequences  used  in  the  relatively  long  sequence  I  had  for  comparison.  A 










rainbow  trout  and,  similarly, of  the  fish  species  from  the others  (see  figure 5). Also of 
Figure 4 – Amino acid consensus sequences for glutamate dehydrogenase (GDH). The sequences used were 306
amino acids  long,  for weatherloach and  the key  species;  zebrafish  (Q6NZ29),  rainbow  trout  (Q8JHY1), Atlantic
salmon (C0PUN2), African clawed frog (Q6AZJ0), mouse (P00367) and human(P00367). 
Weatherloach    KNYSDNELEKITRRFTIELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYANTMGHHDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFVNEASYMSQLKMNPGFG 110 
Zebrafish       KNYSDTELEKITRRFTIELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYANTMGHHDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFVNEAAYMSQLGLTPGFG 110 
Rainbow Trout   KNYTDNELEKITRRFTIELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYANTMGHHDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEAAYMSQLGLSPGFT 110 
Atlantic Salmon KNYTDNELEKITRRFTIELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYANTMGHHDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEAAYMSQLGLSPGFT 110 
Human           KNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTPGFG 110 
Mouse           KNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTPGFG 110 
African frog    RNFSDAELEKITRRFTIELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTYANTIGHTDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSQLGMTPGFG 110 
                 
Weatherloach    DKTFVIQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVGVGEVDGSIWNPSGIDPKELEDYKLANGTIVGFPNATPYEGSILEAECDILIPAASEKQLTKKNAHNVKAKIIAEGANGPTT 220 
Zebrafish       DKTFVIQGFGNVGLHSMRYLHRYGAKCVGIGELDGSIWNPSGIDPKELEDYKLANGTIVGYPGATAYEGNILEAECDILIPAASEKQLTKKNANNIKAKIIAEGANGPTT 220 
Rainbow Trout   DKTFVIQGFGNVGMHSMRYLHRFGAKCVGVGEMDGNIWNPNGIDPKELEDYKLQHGTIVGFPNSTPYEGSILEADCDILIPAASEKQLTRNNAHKIKAKIIAEGANGPTT 220 
Atlantic Salmon DKTFVIQGFGNVGMHSMRYLHRFGAKCVGVGEMDGNIWNPKGIDPKELEDYKLQHGTIVGFPNSTPYEGSILEADCDILIPAASEKQLTRNNAHKIKAKIIAEGANGPTT 220 
Human           DKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCIAVGESDGSIWNPDGIDPKELEDFKLQHGSILGFPKAKPYEGSILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGANGPTT 220 
Mouse           DKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVGVGESDGSIWNPDGIDPKELEDFKLQHGSILGFPKAKVYEGSILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGANGPTT 220 
African frog    DKTFVIQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVGIGEIDGTIWNPNGIDPKELEDYKLQHGTIVGFPKAQPYDGNILEADCDILIPAASEKQLTKSNAHKIKAKIIAEGANGPTT 220 
 
Weatherloach    PEADRIFLERNIMVIPDMYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESVERKFGKHRGPFPIVPTSDFQDR 306 
Zebrafish       PEADKIFLERNIMVIPDMYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGAIPIVPTSDFQER 306 
Rainbow_Trout   PDADKIFLERNIMVIPDMYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGAIPVVPTSEFQAR 306 
Atlantic Salmon PDADKIFLERNIMVIPDMYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGAIPVVPTSEFQAR 306 
Human           PEADKIFLERNIMVIPDLYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEFQDR 306 
Mouse           PEADKIFLERNIMVIPDLYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPVVPTAEFQDR 306 


























The  partial  sequence  used  was  rather  short  165  amino  acid  long  sequence  (498bp) 











of  the GDH gene between  the weatherloach and  the key species; zebrafish  (Q6NZ29),
rainbow  trout  (Q8JHY1),  Atlantic  salmon  (C0PUN2),  African  clawed  frog  (Q6AZJ0),





























  For  this  part  of  the  work  the  gene  expression  of  glutaminase,  glutamate 
dehydrogenase and glutamine synthetase across several  tissues was quantified  in order 






the  GDH  gene  between  the weatherloach  and  the  key  species;  zebrafish  (Q7T2P7), 
pufferfish  (Q8JIZ8),  rainbow  trout  (Q8JI31), Atlantic  salmon  (B5XCB2), African  clawed
frog  (Q6INY0),  rat  (P09606)  and  human(P15104).  Values  on  the  branches  are  the 
bootstrapping results. 
Weatherloach    PFRKDPNKLVLCEVLKYNRKPAETNHRKTCNKVMEKVRDQVPWFGMEQEYXLLGTDGHPFGWPSNGXPGPQGPYYCGVGADKAYGRDIVEAHYRACLYAGVQICGTNAEV 110 
Rainbow Trout   PFRKDPNKLVLCEVLKYNRKPAETNLRLTCNKVMDMVENQVPWFGMEQEYTILGTDGHPFGWPNNGFPGPQGPYYCGVGSDKAYGRDIVEAHYKACLYAGVMICGTNAEV 110 
Atlantic Salmon PFRKDPNKLVLCEVLKYNRKPAETNLRLTCNKVMDMVENQVPWFGMEQEYTILGTDGHPFGWPNNGFPGPQGPYYCGVGSDKAYGRDIVEAHYRACLYAGVMICGTNAEV 110 
Pufferfish      PFRKDPNKLVLCEVLKYNRKPTETNLRLTCKKVMDMVADQHPWFGMEQEYTILGTDGHPFGWPSNGFPGPQGPYYCGVGADKAYGRDVVEAHYKACLYAGVQICGTNAEV 110 
Zebrafish       PFRKDPNKLVLCEVVKYNRKTAETNHRHTCKKIMEMVGHQSPWFGMEQEYTILGTDGHPFGWPSNGFPGPQGPYYCGVGADKAYGRDIVEAHYRACLYAGVMICGTNAEV 110 
Human           PFRKDPNKLVLCEVFKYNRRPAETNLRHTCKRIMDMVSNQHPWFGMEQEYTLMGTDGHPFGWPSNGFPGPQGPYYCGVGADRAYGRDIVEAHYRACLYAGVKIAGTNAEV 110 
Rat             PFRRDPNKLVFCEVFKYNRKPAETNLRHSCKRIMDMVSSQHPWFGMEQEYTLMGTDGHPFGWPSNGFPGPQGPYYCGVGADKAYGRDIVEAHYRACLYAGIKITGTNAEV 110 
African frog    PFRRDPNKLVLCEVLKYNRKTAETNLRHTCNQIMDMMGNEHPWFGMEQEYTLLGMDGHPFGWPSNGFPGPQGPYYCGVGANKAYGRDIVEAHYRACLYAGVKIAGTNAEV 110 
 
Weatherloach    MPAQWEFQVGPCEGISMGDHLWVARFILHRVCEDFGVVASLDPKPITGNWN 161 
Rainbow Trout   MPAQWEFQVGPCEGISMGDHLWAARFILHRVCEDFGVVASFDPKPIPGNWN 161  
Atlantic Salmon MPAQWEFQVGPCEGISMGDHLWAARFILHRVCEDFGVVASFDPKPIPGNWN 161 
Pufferfish      MPAQWEFQVGPCEGIDMGDHLWVARFILHRVCEDFGVVASFDPKPIPGNWN 161 
Zebrafish       MPAQWEFQVGPCEGIDMGDHLWVARFILHRVCEDFGVVASFDPKPIPGNWN 161 
Human           MPAQWEFQIGPCEGISMGDHLWVARFILHRVCEDFGVIATFDPKPIPGNWN 161 
Rat             MPAQWEFQIGPCEGIRMGDHLWVARFILHRVCEDFGVIATFDPKPIPGNWN 161 
African frog    MPAQWEFQIGPCEGIDMGDHLWIARFILHRVCEDFGIIVSFDPKPITGNWN 161 
Figure 6 – Glutamine synthetase (GSase) amino acid sequences. alignment of the 161 amino acids long sequences
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Figure 8– GDH  (glutamate dehydrogenase) expression  levels per  tissue. Values are presented as
the ratio between average band intensities for Gase and actin (results not shown) for the different
























































  Two  tissue,  foregut  and  hindgut,  which  are  potential  sites  of  ammonia 
volatilization, were  used  in  order  to  determine  the  potential  role  of  glutaminase  and 
glutamate  dehydrogenase  in  in  situ  ammoniagenesis.  Glutamine  synthetase  transcript 





of  the expression of  the  three  genes over  time  (data  in  annexes).  I  can  therefore only 
discuss changes in expression of the genes in each tissue separately, and possible changes 
in expression could be inferred as changes in metabolic activity. 
   Since  no  statistical  differences were  found  over  time  in  foregut  (P>0,05),  only 
possible  trends  in  the  data  can  be  mentioned.  The  expression  of  glutamate 
dehydrogenase over time seems to slightly rise over time after an initial dip in expression 
(figure 12). As  for Gase  (figure 11) and GSase  (figure 13)  they both have  slightly  lower 
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hours  and  after  a prolonged  chronic  exposure  (CE). No  statistically  significant differences were
found (P>0,05, n=5) over time. 
Figure  12  – GDH  (glutamate  dehydrogenase) gene  expression  levels  over  time  in  foregut  (FG).
Results are presented as the ratio between average band  intensities for GSase and actin (results
not shown) divided by the first time point so all changes will be relative to the initial time point.
The  samples were  taken at  the beginning of  the experiment  (0h), 1 hour after  the beginning, 6
































































































































































































































































































































































are  the  predicted  sites  of  ammonia  volatilization.  Glutamine maybe  involved  through 
ammoniagenesis  via  glutaminase  (Gase)  and  preventing  ammonia  backflux  through 
glutamine  synthetase  (GSase).  However  there  were  no  significant  changes  in  gene 
expression  in  response  to  ammonia  loading,  which  is  known  to  increase  ammonia 
volatilization,  to  support  a  role  for  glutamine  so  the work was  refocused  on  a more 
general  gene  characterization. Never  the  less  there  seem  to  be  possible  tendencies  in 
gene expression which will be discussed.  
Gase, GDH  and GSase were  the  three  genes  this work would  focus  on,  and  so 
sequence and phylogenic comparison was carried out on the sequences that had served 
as  the  basis  for  loach  specific  primer  design,  theses  primers  later  served  for  the 
expression analysis  in the other experiments. Results showed high homology among the 
sequences and  the key  species chosen  for each gene, additionally  the phylogenic  trees 
showed that although there were high  levels of homology amongst the genes there was 
also significant branching evolution wise. The tissue distribution showed some significant 









Neighbor  Joining method.  For  comparative  purposes  and  in  order  to  infer  about  the 
accuracy of the phylogeny tree, a tree based solely on the full amino acid sequences for 





one  produced  using  the  shorter  sequences were  sufficiently  similar  the  tree  could  be 
accepted as plausible.  In addition  the bootstrapping values were calculated  in order  to 
determine significant branching of the phylogenic trees.  










There  is  high  sequence  similarity  among  all  the  sequences  for  the GDH  type  1 
isoform among the key species, given the size of the weatherloach sequence this may be 
the  most  reliable  of  the  sequences  analysed.  The  phylogenic  tree  showed  similar, 
expected,  results  consistent  with  Gase.  The  results  for  sequence  alignment  and  the 
phylogenic trees are similar to what was observed with Gase elevated sequence similarity 
correlates  with  significant  branching  in  the  phylogenic  tree  and  therefore  distinct 
evolutionary paths. The superior species, evolution wise, show higher similarity amongst 
each  other  than with  fish,  and  as would  be  expected  the  African  clawed  frog  shows 
significant identity from the other species. The sequences for weatherloach and zebrafish 
again  showed  an  elevated  homology  with  each  other,  and  also  of  note  is  the  high 













for weatherloach,  however  the  bootstrapping  results  showed  no  significant  branching 







from  which  all  the  gene  data  could  be  normalized.  It  was  found  to  be  an  adequate 
reference gene  for this experiment because, no significant differences were  found  in  its 




as possibly being  important  in the glutamine metabolism and most  importantly  involved 
in ammonia tolerance through the production or degradation of glutamine (Chamberlin et 
al,  1991;  Jow  et  al,  1999;  Saha  et  al,  2002). Muscle  tissue  could  not  be  used  because 
during  the  sampling of  the  various  tissues, no muscle  samples were  taken  for  the  two 
most complete sets of tissues. 
  Glutamate dehydrogenase is involved in both the anabolic and catabolic processes 




particular  tissue; however,  levels  in brain and  liver  seemed  slightly elevated, otherwise 
the expression levels were basically the same through the other tissues. Glutamate serves 







Glutaminase  expression  levels  were  found  to  be  higher  in  brain  tissue.  The 
pathway  in which  glutaminase  is  involved  actively  creates  glutamate  from  glutamine; 
however,  it also produces NH4+ which during ammonia exposure could cause problems. 
The  weatherloaches  in  this  experiment  were  not  subject  to  environmental  ammonia 
therefore ammonia  loading  in  the brain  should not be an  issue. Glutamate  serves as a 






Glutamine  synthetase  adds  new  information  to  the  previous  results  for  brain 
tissue. The expression levels in the brain were also significantly elevated when compared 
to  the  other  tissues;  which  makes  sense  if  the  brain  uses  glutamine  to  synthesize 
glutamate to serve as a neurotransmitter it must also actively remove it from the synaptic 
gap.  This  glutamine  synthesis  serves  a  dual  purpose,  it  removes  glutamate  from  the 
synaptic  gap  and  in  so  doing  also  converts  ammonia  to  a  less  toxic  form,  glutamine 
(Randall  and  Tsui,  2002;  Veauvy  et  al,  2005).  As mentioned  previously,  the  catabolic 
process releases NH4+ which affects membrane potential and can therefore influence the 
capability of  the neuron  to  transmit a  signal. One of  the documented ways  to  remove 
NH4
+ in the brain is precisely the synthesis of glutamine (Randall and Tsui, 2002; Veauvy et 
al,  2005).  GSase  levels  in  gill,  foregut,  midgut  and  hindgut  showed  no  significant 
differences  among  them  or  with  kidney  and  liver;  however,  kidney  and  liver  where 
significantly different from each other. This may mean that kidney and liver are opposites 
when  it  comes  to GSase  expression,  one  being  elevated  (liver)  and  one  having  a  low 
expression  level  (kidney),  the  use  of  only  two  sets  of  tissues  could  be  influencing  the 
results, a higher number of samples would allow for more replicas and a clearer analysis.  
The  relatively  higher  levels  of  glutamine  synthetase  transcript  in  the  liver  is 
consistent with the finding of higher GS activity in this organ (Jow et al, 1999; Chew et al, 








fish do use  the ornithine urea cycle  (OUC)  for urea synthesis  this  is not  the case  in  the 
weatherloach where  the OUC  is  incomplete  and  therefore  not  functional  (Chew  et  al, 
2001).  Therefore,  an  elevation  in  GSase will  almost  certainly  be  associated  glutamine 
synthesis. 
The  low  levels  of GSase  in  the  kidney may  be  associated with  two  possibilities 
either they are low but on par with the levels being expressed on all other tissues or the 
kidney  is not a site where glutamine  is synthesized. In mammals, the kidney  is known to 
use  glutamine  as  an  energy  source  and  for  the  excretion  of  ammonia  for  acid  base 
regulation during chronic metabolic acidosis  (Alleyne et al, 1992). Although  in  fish most 
ammonia is excreted through the gills a small part is excreted in the urine (Wilkie, 2002); 





kidney. Also,  in  rat  it has been  shown by Duong et al  (1984)  that GSase has no  role  in 
treating metabolic acidosis in the kidney. This in turn means that kidney expression levels 





  This experiment was  intended to shed a  light on the possibility of glutamine and 
its metabolism being involved in ammonia volatilization. One of the proposed possibilities 
was that ammonia could be transported to the hind portion of the gut, where it is known 
that  gaseous  exchanges  occur  or  the  foregut  for  active  excretion,  and  through  its 
catabolysis  release NH4+,  in  a way  similar  to  the  described  for  the  kidney  in  acid‐base 





glutamine  is  synthesized  and  stored  in  the  gut  as  an  energy  source  and  means  of 
ammonia  removal  during  backflux  from  the  gut  lumen  (Mommsen  et  al,  2003). Most 
works  that  suggest  this possibility usually place  this occurrence  in  the brain or muscle 
tissue  though  due  to  the  particular  nature  of  the  weatherloach  gut  involvement  in 
gaseous exchange, and the importance of glutamine as a metabolic fuel in entrocytes it is 
possible  that  it occurs  in  the gut as well. As said  this part of  the work was  intended  to 
attempt and shed a light on glutamine metabolism in the gut and its possible influence in 
ammonia tolerance and volatilization. 
Actin  was  also  used  as  a  housekeeping  gene  for  the  ammonia  exposure 
experiment;  however,  here  there  were  statistical  differences,  in  this  case,  between 




in each  time point. Additionally no  significant  statistical differences were  found among 
the time course samples. With no significant changes  in either Gase or GSase transcript 
expression we find no support for the  initial hypotheses. This may  indicate that changes 












  The  phylogenic  results  showed  high  homology  of  the  three  genes  with  their 
orthologues in other species and the resulting phylogenic trees showed results consistent 
with what would be expected. Weatherloach was consistently found to be more closely 
related  to zebrafish, which was  the closest species among  the selected sequences. Also 
the fish species were consistently grouped as having a common ancestry, again as would 
be expected.    The  sequences used were  roughly half  the  length of  the  complete  gene 
sequence  and  so  it must  be  stated  that  by  obtaining  a  full  length  sequence  a more 
accurate analysis could be held, a complete sequence would allow for a more precise tree 
design and sequence alignments. 
  The  results  for  the  tissue distribution  showed higher gene expression  for all  the 
glutamine metabolic enzymes  in the brain. The activity of this metabolic pathway  is well 
documented  in the  literature and of significant relevance  in the brain. Though not much 
more could be said about the levels of expression in the other tissues, it was possible to 
mention  a  possible  tendency  of  the  liver  towards  glutamine  synthesis,  and  of  kidney 
toward  glutamine  catabolysis  possibly  for  ammoniagenesis.  Though  the  data  was 
somewhat  inconclusive  a  larger  number  of  samples  could  have  allowed  for more  firm 
conclusions about gene expression.  
  The results for ammonia exposure were somewhat harder to ascertain since there 
were  no  statistical  differences  among  the  results.  However  a  slight  tendency  was 
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SeqA Name          Len(aa)  SeqB Name           Len(aa)  Score 
============================================================== 
1    Weatherloach   220      2    Zebrafish      220       95    
1    Weatherloach   220      3    Pufferfish     220       91    
1    Weatherloach   220      4    Rat_Kidney     220       89    
1    Weatherloach   220      5    Rat_Liver      220       77    
1    Weatherloach   220      6    Human_Kidney   220       89    
1    Weatherloach   220      7    Human_Liver    220       77    
1    Weatherloach   220      8    Chicken        220       89    
2    Zebrafish      220      3    Pufferfish     220       94    
2    Zebrafish      220      4    Rat_Kidney     220       91    
2    Zebrafish      220      5    Rat_Liver      220       80    
2    Zebrafish      220      6    Human_Kidney   220       91    
2    Zebrafish      220      7    Human_Liver    220       80    
2    Zebrafish      220      8    Chicken        220       91    
3    Pufferfish     220      4    Rat_Kidney     220       94    
3    Pufferfish     220      5    Rat_Liver      220       79    
3    Pufferfish     220      6    Human_Kidney   220       94    
3    Pufferfish     220      7    Human_Liver    220       79    
3    Pufferfish     220      8    Chicken        220       95    
4    Rat_Kidney     220      5    Rat_Liver      220       81    
4    Rat_Kidney     220      6    Human_Kidney   220       100   
4    Rat_Kidney     220      7    Human_Liver    220       81    
4    Rat_Kidney     220      8    Chicken        220       98    
5    Rat_Liver      220      6    Human_Kidney   220       81    
5    Rat_Liver      220      7    Human_Liver    220       99    
5    Rat_Liver      220      8    Chicken        220       81    
6    Human_Kidney   220      7    Human_Liver    220       81    
6    Human_Kidney   220      8    Chicken        220       98    










































































































SeqA Name                Len(aa) SeqB Name              Len(aa) Score 
===================================================================== 
1    Weatherloach        306      2    Zebrafish           306    93    
1    Weatherloach        306      3    Rainbow_Trout       306    90    
1    Weatherloach        306      4    Atlantic_Salmon     306    90    
1    Weatherloach        306      5    African_Clawed_Frog 306    89    
1    Weatherloach        306      6    Human               306    89    
1    Weatherloach        306      7    Mouse               306    89    
2    Zebrafish           306      3    Rainbow_Trout       306    91    
2    Zebrafish           306      4    Atlantic_Salmon     306    91    
2    Zebrafish           306      5    African_Clawed_Frog 306    90    
2    Zebrafish           306      6    Human               306    87    
2    Zebrafish           306      7    Mouse               306    88    
3    Rainbow_Trout       306      4    Atlantic_Salmon     306    99    
3    Rainbow_Trout       306      5    African_Clawed_Frog 306    92    
3    Rainbow_Trout       306      6    Human               306    89    
3    Rainbow_Trout       306      7    Mouse               306    89    
4    Atlantic_Salmon     306      5    African_Clawed_Frog 306    91    
4    Atlantic_Salmon     306      6    Human               306    89    
4    Atlantic_Salmon     306      7    Mouse               306    89    
5    African_Clawed_Frog 306      6    Human               306    91    
5    African_Clawed_Frog 306      7    Mouse               306    91    





























































































SeqA Name              Len(aa)  SeqB  Name               Len(aa) Score 
====================================================================== 
1    Weatherloach        161      2    Zebrafish           161      90    
1    Weatherloach        161      3    Rainbow_Trout       161      90    
1    Weatherloach        161      4    Atlantic_Salmon     161      90    
1    Weatherloach        161      5    Pufferfish          161      90    
1    Weatherloach        161      6    African_Clawed_Frog 161      83    
1    Weatherloach        161      7    Human               161      85    
1    Weatherloach        161      8    Rat                 161      83    
2    Zebrafish           161      3    Rainbow_Trout       161      90    
2    Zebrafish           161      4    Atlantic_Salmon     161      91    
2    Zebrafish           161      5    Pufferfish          161      91    
2    Zebrafish           161      6    African_Clawed_Frog 161      86    
2    Zebrafish           161      7    Human               161      88    
2    Zebrafish           161      8    Rat                 161      87    
3    Rainbow_Trout       161      4    Atlantic_Salmon     161      99    
3    Rainbow_Trout       161      5    Pufferfish          161      93    
3    Rainbow_Trout       161      6    African_Clawed_Frog 161      85    
3    Rainbow_Trout       161      7    Human               161      87    
3    Rainbow_Trout       161      8    Rat                 161      85    
4    Atlantic_Salmon     161      5    Pufferfish          161      92    
4    Atlantic_Salmon     161      6    African_Clawed_Frog 161      85    
4    Atlantic_Salmon     161      7    Human               161      88    
4    Atlantic_Salmon     161      8    Rat                 161      85    
5    Pufferfish          161      6    African_Clawed_Frog 161      85    
5    Pufferfish          161      7    Human               161      88    
5    Pufferfish          161      8    Rat                 161      86    
6    African_Clawed_Frog 161      7    Human               161      88    
6    African_Clawed_Frog 161      8    Rat                 161      86    

























































1. Thaw  XL10‐Gold  Kan  ultracompetent  cells  on  ice.  Meanwhile  heat  Hotblock 





















































































Component  Conc. (Stock)  Conc. (Reac Mix)  V to add (µL) 
H2O Sigma  ‐‐  ‐‐  12,8 
Reaction Buffer  10 x  1 x  2,0 
MgCl2  50 mM  2 mM  0,8 
F primer  10 µM  0,4 µM  0,8 
R primer  10 µM  0,4 µM  0,8 
dNTPs  10 mM  0,8 µM  1,6 







































































































Reagent  MW (g/mol)  Concentration  Amount 
MOPS  209,26  200 mM  20,926 g 
Sodium Acetate  82,03  80 mM  3,2812 g 
EDTA  292,25  10 mM  10 mL 
Note: TOXIC!! 
 
Dissolve MOPS and sodium acetate in DEPC water 
Add EDTA and adjust the pH to 7.0 with NaOH 
Filter sterilize (0,2µm) 
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10x TBE Buffer 
 
For a Final Volume of 1L: 
Reagent  MW (g/mol)  Amount 
Tris Base  121,14  108 g 
Boric Acid  61,8  55 g 
Na2EDTA  372,24  5 ml 
Note: Na2EDTA should be in a stock solution of 0,5M 
Dissolve in 750mL MilliQ water and fill to correct volume after 
Autoclave 
 
 
 
50x TAE Buffer 
 
For a Final Volume of 1L: 
Reagent  Stock   Amount 
Tris Base  121,14 (g/mol)  242 g 
Glacial Acetic Acid  100%  57,1 mL 
Na2EDTA  0,5 M  100 ml 
 
Dissolve in 750mL MilliQ water and fill to correct volume after 
Autoclave 
 
